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RESUMEN

El pozol es una bebida obtenida de la fermentacion natural de masa nixtamalizada. La
concentracion de mono y disacaridos de maiz se reduce notablemente durante la
nixtamalizacion, de este modo el almidén es el principal carbohidrato disponible para el
crecimiento de los microorganismos presentes a lo largo de la fermentacion y para la
produccion de acido lactico.

La fermentacion de la masa es llevada a cabo por una extensa microbiota conformada por
hongos, levaduras y bacterias. En un estudio previo se aislaron de masa nixtamalizada y
fermentada 40 cepas de bacterias lacticas amiloliticas, siendo la especie predominante
Streptococcus bovis. También se aislaron Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis y
Enterococcus sulfureus, lograndose caracterizar la amilasa de S. bovis 25124.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del pH y de la temperatura en el
crecimiento y en la produccién de amilasas por cepas de Streptococcus aisladas del pozol:
S. bovis A12203 y S. macedonicus A45201, realizando fermentaciones en medio MRS-
almidén, bajo diferentes condiciones de pH y de temperatura

Durante el seguimiento de las fermentaciones se monitored el crecimiento de las cepas, la
actividad amilolitica, los azicares reductores y totales, asi como la hidrélisis del almidon.
Finalmente se calcularon parametros cinéticos como: la velocidad especifica de
crecimiento, la velocidad especifica de produccion de amilasa y el rendimiento de amilasa
con respecto a biomasa.

Se determind que la mayor actividad de las amilasas de ambas cepas se encuentra asociada
a la célula y que durante las fermentaciones ninguna de las cepas crecié en medios de
cultivo con un pH inicial bajo (4.5), pero si lo hicieron en aquellos medios con un pH
inicial 6.5 y 8.5 incubadas a 30 ,37 y 40 °C.

Los pardmetros cinéticos de las fermentaciones indicaron que existen diferencias en el
crecimiento en almidon por las cepas de Streptococcus evaluadas en este y en un trabajo

previo.




CAPITULO L. INTRODUCCION

La fermentacion es uno de los métodos mas antiguos para la preservacion de alimentos y es
responsable de muchas de las propiedades de los alimentos como el sabor, el aroma, la
textura, y la vida de anaquel, también incrementa el valor nutricional del alimento a través
de: la biosintesis de vitaminas, aminoacidos esenciales, el mejoramiento de la calidad
proteica, la reduccion en el tiempo de coccidn, el aumento en la digestibilidad del sustrato,
inhibicion del desarrollo de microorganismos patogenos y sus toxinas o la eliminacién de
texturas y sabores desagradables (Giraffa y col. 2003). Durante la fermentacién, los
materiales crudos son convertidos por los microorganismos (bacterias, hongos y levaduras)

en productos de calidad alimentaria aceptable.

El pozol es un alimento fermentado en el que interviene una microbiota compleja, sin
embargo son las bacterias lacticas el grupo dominante durante toda la fermentacion
(Nuriada y col. 1995). Mediante métodos tradicionales de cultivo se han aislado especies
como Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus confusus,
Lactococcus lactis y Lactococcus raffinolactis (Nuraida y col. 1995). Posteriormente,
mediante métodos moleculares, Ampe y col. (1999) determinaron que S. bovis se encontro

en todas las etapas de fermentaciéon cuando emple6 la técnica de DGGE.

Diaz y col. (2003) caracterizaron cuarenta cepas amiloliticas provenientes del pozol. A
través métodos moleculares y tradicionales se concluyé que Streptococcus bovis fue la cepa
dominante. También se identificaron Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis y

Enterococcus sulfureus.

En este trabajo se profundizo en el estudio del crecimiento en almidén de dos cepas del
género Streptococcus, se determiné si las amilasas de estos microorganismos se
encontraban asociadas a la célula o eran extracelulares y también si existen diferencias
entre ambas cepas. Para ello se eligieron Streptococcus bovis A12203 y S. macedonicus
A45201.



CAPITULO II. ANTECEDENTES

2.1 EL POZOL

El pozol es una bebida acida y refrescante de origen maya, es consumido por diversos
grupos indigenas y mestizos de los estados de Tabasco, Chiapas, Oaxaca Campeche,
Yucatin y Quintana Roo (Ulloa y col. 1976-1982).

Para la elaboracion de este producto alimenticio se utiliza maiz (blanco, amarillo o negro),
el cual es sometido a un proceso de nixtamalizacion, es decir la coccion de los granos en
agua con cal. El maiz nixtamalizado es lavado para eliminar la cal y la cascarilla,
posteriormente puede ser sometido a una etapa de remojo durante toda la noche con el
objetivo de de aumentar la retencion de humedad, la siguiente operacion es la molienda y la
masa obtenida es moldeada para formar bolas (de hasta 1 Kg) que se envuelven en hojas de

platano o bolsas de plastico para evitar la desecacion.

Las bolas se dejan fermentar de 1 a 5 dias a temperatura ambiente aunque entre los
indigenas es mas comun el consumo de pozol maduro o agrio. La maduracién consiste en
dejar las bolas de pozol envueltas a temperatura ambiente por 4 dias, sin embargo algunas
personas lo fermentan hasta por 8 o 9 dias y lo consumen cuando ya presenta crecimiento
superficial de mohos (Caiias y col. 1993).

Para su consumo la masa es diluida en agua y se bebe a veces adicionada de sal, chile o
cacao.

La mayoria de los consumidores (poblacion no indigena) prefieren el pozol que se prepara
el mismo dia. Este pozol no es muy acido pero ya presenta cierto grado de fermentacion,
pues el tiempo que transcurre entre su preparacion (envoltura) y consumo (alrededor de 8
horas), es suficiente para que las bacterias lacticas alcancen su desarrollo (Caias y col.
1993).

Cravioto y col. (1955) observaron que después de la fermentacion de la masa, esta tiene

mayor contenido de proteina cruda, asi como de algunas vitaminas (niacina y riboflavina).



2.2 MICROBIOLOGIA DEL POZOL

La fermentacion del pozol es espontinea y es llevada a cabo en estado semisélido con la
intervenciéon de una microbiota compleja que se incorpora al nixtamal durante la

elaboracion del pozol principalmente durante la molienda (Wacher y col. 1993).

Esta microbiota esta conformada por diferentes grupos de bacterias, hongos y levaduras.
Algunos hongos que se han identificado en el pozol son Geotrichum candidum,
Cladosporium sp., Cladosporium cladosporoides (Ulloa y col. 1987) Penicillium
Sfellatanum y Phoma glomeratta (Wacher y col. 2000), mientras que se confirmo la
presencia de levaduras como Candida guilliermonddi var. guilliermondii (Ulloa y col.
1987), Kluyveromices lactis var. lactis, Debariomyces hanseii, Rhodothorula mucilaginosa
¥ Rhodothorula minuta (Wacher y col. 2000).

Ademas se han detectado bacterias como Bacillus minwmum (Ben Omar y Ampe, 2000),
Bacillus subtilis (Ampe y col. 1999), Bacillus cereus y Bacillus lentus (Rivera, 2001) entre
otros, asi como diversos serotipos de E. coli (Sainz y col. 2001).

Sin embargo, son las bacterias lacticas las que predominan desde en el inicio de la

fermentacién de las masas y las encargadas de acidificar el producto (Wacher y col. 1993).

2.3 BACTERIAS LACTICAS DEL POZOL

Las bacterias lacticas constituyen un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista
taxonomico. Tienen como caracteristica comun la de producir acido lactico como catabolito
unico o mayoritario (mas de la mitad en la fermentacion de los aziicares). Los miembros
mas caracteristicos son cocos o bacilos Gram positivos, inméviles y catalasa negativos
(Parés y Juarez, 1997).

En la fermentacion del pozol las bacterias lacticas son el grupo dominante durante todo el

proceso y mediante métodos tradicionales de cultivo se han determinado especies como



Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus confusus, Lactococcus

lactis y Lactococcus raffinolactis (Nuriada y col. 1995).

A través de la secuencia de una biblioteca de clonas de una region del gen ribosomal 168S,
se identifico y confirmé la presencia de Lactococcus lactis, Streptococcus suis,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus alimentarium y Lactobacillus
delbrueckii (Escalante y col. 2001).

2.4 BACTERIAS LACTICAS AMILOLITICAS DEL POZOL
En el estudio de Diaz y col. (2003) se demostré que el 40% de las bacterias lacticas

presentes en la masa inicialmente son amiloliticas y disminuyen hasta 3% después de 72

horas de fermentacién (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracién de bacterias lacticas amiloliticas, bacterias licticas y valores de pH
durante la fermentacién del pozol a 30°C (Diaz y col. 2003).

Tiempo de Concentracion de Concentracion de
i bacterias lacticas bacterias acido
Iergumeion Valores de pH amiloliticas lacticas
(horas) log ufc log ufc
(g peso seco)” (g peso seco)”
)
4.5 4.9
4.6 8.2
8.4 9.9
8.7 10.4
8.7 10.2




La alta concentracion de bacterias lacticas amiloliticas (BLA) sugiere su importancia
durante la fermentacién del pozol, principalmente durante las primeras 24 horas, esto indica
que las condiciones alcalinas del medio (valores de 7.4 aproximadamente) propician la
presencia de bacterias con actividad amilolitica. Sin embargo, el nimero de bacterias
licticas no amiloliticas es alto al final de la fermentacién. Esto puede ser debido al uso
eficiente de mono y disacéridos inicialmente presentes y de otros aziicares provenientes de

la hidrdlisis de almidén por las bacterias lacticas amiloliticas.

Asimismo la presencia de BLA desde el inicio de la fermentacion puede explicar la

diversidad de poblacion microbiana y su importancia en cada etapa del proceso.

Para entender el papel de las bacterias lacticas amiloliticas en la fermentacion de este
alimento se determiné su diversidad en este mismo estudio. Se caracterizaron cuarenta
cepas amiloliticas a través métodos moleculares y tradicionales.

Mediante un estudio de ribotipificacion (en dos muestras de pozol) se pudieron distinguir
dos clusters y dos lineas. El cluster la incluye 22 cepas (19 de la muestra A y 3 de la
muestra B) que sugieren un similitud del 54%. El cluster 1b incluye una cepa de la muestra
A y 13 de la muestra B que sugieren un 54% de similitud. Una linea incluye una cepa de la
muestra B que sugiere un 32% de similitud. Dos cepas de la muestra B sugieren un nivel de
similitud de 10% (Figura 1).

Se identificaron cepas representativas mediante la comparacion de secuencias del gen
rRNA 168S. Las cepas 15430, 25124, A56203 y A57103 del grupo la y las cepas A57206 y
A12203, del grupo 1b mostraron una similitud alta (99 a 100%) con Streptococcus bovis y
con Streptococcus infantarius ssp. coli.

La cepa A45201 (una linea entre el cluster 1b y 2) muestra 100% de similitud con
Streptococcus macedonicus, la cepa A45212 (grupo 2) un 99% de similitud con
Lactococcus lactis y finalmente la cepa A36202 muestra un 98% de similitud con
Enterococcus sulfureus. Streptococcus bovis fue la cepa dominante.

De las cepas de Streptococcus que han sido aisladas solamente se ha caracterizado la
amilasa de S. bovis A25124, sin embargo es necesario determinar si amilasas de cepas de

ribotipos diferentes tienen caracteristicas diferentes.
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2.4 Género Streptococcus

Clasificacién

Inicialmente el género fue descrito en 1884, su clasificacion y nomenclatura han sido
sometidas a numerosas modificaciones a lo largo de los afios. A través del uso de diversas
técnicas se establecio la division del género en diversos grupos (Hardie y col. 1986).
Basandose en el anélisis de las secuencias del gen rRNA 168, hibridaciones de DNA-rRNA
y estudios serologicos, los estreptococos fueron subdivididos en tres géneros: Streptococcus
sensu stricto, Enterococcus y Lactococcus.

Los estudios filogenéticos mas recientes, basados en la comparacion de las secuencias del
gen rRNA 16S, confirmaron la presencia de de diferentes grupos dentro del género
Streptococcus: anginosus, bovis, mitis, “piogénico”, mutans y salivarus (Hardie y Whiley,
1995).

Caracteristicas generales

El género Streptococcus consiste de células Gram positivas, esféricas u ovoides que
tipicamente se agrupan en cadenas o pares, son anaerobios facultativos, sin embargo
algunos requieren de CO; para crecer y algunos otros pueden ser anaerobios estrictos.

Son quimiorganétrofos que poseen un metabolismo fermentativo, mediante el cual
producen principalmente acido lactico a partir de la fermentacién de carbohidratos. Sus

requerimientos nutricionales son complejos y variables.

La temperatura éptima de crecimiento es usualmente 37°C, pero las temperaturas maximas

y minimas varian entre especies (Hardie y col. 1986).

Algunos estreptococos son de gran importancia en la industria lactea pero también se ha

establecido una relacién entre los estreptococos y una gran variedad de enfermedades en el




hombre y algunos animales, muchas de las especies conocidas son parasitos y otros son

importantes patégenos (Tsakalidou y col. 1998).
2.5 Streptococcus bovis

Es una bacteria lactica frecuentemente aislada del tracto digestivo de ganado, de otros
rumiantes y del colon de humanos.

Durante los afios 80s, muchos estreptococos fueron reagrupados en otros géneros (por
ejemplo Lactococcus y Enterococcus) basados en el analisis de la secuencia del gen rRNA
16S, homologia de ADN vy caracteristicas de la pared celular. S. bovis y S. equinus no
fueron reclasificados, pero se encuentran dentro de un grupo altamente heterogéneo del
género Streptococcus (Jarvis y col. 2001).

Las células de S. bovis son esféricas u ovoides, tienen de 0.8-1.0 pym de diametro, se
encuentran en cadenas o pares, son Gram positivas, catalasa negativas.

Esta especie comprende cepas con propiedades heterogéneas que incluyen cepas
anaer6bicas capaces de crecer en caldos a pH de 9.6 o con 6.5 % de NaCl, incapaces de
crecer por arriba de 45 °C y por debajo de 22°C (Hardie y col. 1986).

Hungate y col. (1997) notaron un descenso en las cuentas de este microorganismo cuando

fue expuesto a un ambiente 4cido (pH 5.6).

Un estudio con cepas de S. bovis aisladas del rumen revel6 que este microorganismo tiene
requerimientos nutricionales simples, crece adecuadamente en el rumen cuando
carbohidratos como el almidén u otros azicares se encuentran en abundancia, puede
cambiar su fermentacion de lactato a acetato, formato y etanol para obtener mas ATP
(Jarvis y col. 2001).

Estas cepas crecieron rapidamente en glucosa (1.71 hr'') y en el mismo sustrato otras cepas
como la JB1 mostraron una velocidad méaxima de crecimiento de hasta 2 hr ', pero solo si
los cultivos son resembrados cada 12 horas (Jarvis y col. 2001), también mostrd

velocidades de crecimiento similares en almidén (1.98 hr'').



S. bovis 25124 (una cepa aislada del pozol), presenté una velocidad especifica de

crecimiento en almidén de 0.94 hr' durante una fermentacion a 30°C (Diaz y col. 2003).

2.6 Streptococcus macedonicus

Durante un estudio de la diversidad de bacterias lacticas presentes en la fermentacion
natural de un queso griego (Kasseri), se aislaron cepas de estreptococos que inicialmente
fueron designadas como Streptococcus termophilus, sin embargo un analisis completo de
las proteinas totales mediante SDS-PAGE revelo que las cepas eran completamente
diferentes a las reportadas previamente. El estudio de las secuencias del rRNA 16S y 268
mostrd que estas cepas representaban una especie perteneciente al género Streptococcus, el

cual fue nombrado Streptococcus macedonicus (Tsalikalidou y col. 1998).

Streptococcus macedonicus es un microorganismo Gram positivo, catalasa negativo, que
tipicamente se agrupa en pares o en pequefios grupos. El crecimiento en caldo M17 (Oxoid)
a 40 y 37°C es muy similar y definitivamente mejor que a 30°C. Solo después de 24 horas
se observo un ligero crecimiento cuando la cepa fue incubada a 25°C y es nulo cuando se

inocula en caldo con 6.5 % de NaCl.

Se planteé una relacién cercana entre S. macedonicus y S. thermophilus debido a sus
caracteristicas fenotipicas, sin embargo pueden ser diferenciados facilmente por sus
caracteristicas de crecimiento y su actividad bioquimica, asi como la produccién de 4cido a
partir de N- acetilglucosamina, celobiosa y maltosa, ademas de la reaccion negativa para -
galactosidasa.

S. macedonicus es incapaz de producir reacciones de oscurecimiento en un medio con
esculina, esta puede ser una prueba determinante para diferenciarlo de otros
microorganismos que son filogenéticamente cercanos tal como S. bovis, S. equinus y S.

alactolyticus.
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Ademiés puede distinguirse de los enterococos por su nula resistencia a la bilis, 8-
glucosidasa negativa y su incapacidad para producir 4cido a partir de gentobiosa, ya que
todas las especies conocidas de enterococos dan resultados positivos con estas pruebas
(Tsakalidou y col 1998).

Se reconoce a S. macedonicus 136 como un microorganismo capaz de crecer a temperaturas
de mesofilos y de terméfilos, y también como un productor de exopolisacarido (EPS) en
fermentaciones con agitacion (60 rpm) en un medio con leche descremada al 10% y
adicionado de una mezcla de aminoécidos en cantidades similares a las encontradas en el
medio proteosa peptona al 1% y a una temperatura de incubacién de 30°C, a pH inicial
controlado de 5.5.

Un analisis posterior de EPS producido por esta cepa demostré que estd compuesto
principalmente por glucosa, galactosa, y N-acetilglucosamina (Vincent y col. 2000).

El papel del EPS no esta claramente definido, pero puede proteger a la célula cuando las
condiciones ambientales son desfavorables y propician una situacién de estrés (Zisu y col.
2003).

La cantidad y la composicion de EPS producido por bacterias lacticas esta determinado por
la composicion del medio de cultivo (en términos de fuente de carbono, nitrégeno y
contenido de vitaminas y minerales) y por las condiciones de fermentacion (pH del medio,

temperatura de incubacion, etc.) (Zisu y col. 2003).

El efecto de la temperatura y del pH del medio de crecimiento sobre la produccion de EPS
es muy variable y también depende de la cepa usada. Por ejemplo, algunos investigadores
han encontrado que la produccion de EPS es Optima a bajas temperaturas, mientras que
otros han mostrado que la produccion del exopolisacarido es favorecida a altas
temperaturas. El pH optimo para la produccion de EPS generalmente se encuentra en un
rango de 5 a 7 (De Vuyust y col. 1998).

En la industria, el EPS producido por bacterias lacticas es usado para mejorar la textura de

alimentos fermentados como el yogurt o el queso (Jolly y col. 2001).
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2.7 ASPECTOS GENERALES DEL LOS PROCESOS DE FERMENTACION

Un proceso de fermentaciéon es aquél mediante el cual determinados sustratos que
componen el medio de cultivo son transformados por accién microbiana en metabolitos y
biomasa.

Durante el transcurso de la fermentacion el microorganismo va aumentando en su
concentracién, al mismo tiempo el medio se va modificando y se forman nuevos productos

como consecuencia de las actividades catabdlicas y anabdlicas.
Efectores internos y externos
El comportamiento de un microorganismo en crecimiento, es el resultado de la interaccion

que se produce entre el microorganismo y el medio ambiente en el fermentador poniéndose

de manifiesto los llamados efectores internos y externos (Figura 2).

Efectores internos
(Dotacién genética)

Efectores quimicos ) i -
(Nutrientes) —> CELULA 1 » Expresion » Producto

Efectores fisicos
(Temperatura, viscosidad agitacion, etc.)

Figura 2. Influencia de los efectores internos y externos sobre la expresion celular (Parres 1997).
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Los efectores internos se refieren a la dotacion genética intrinseca del microorganismo y a
sus mecanismos de regulacién metabélica, que pueden ser modificados por alteraciones del
medio ambiente.

Estos efectores pueden modificarse para lograr la optimizacion de un proceso fermentativo,
es decir con el objeto de mejorar la productividad de un proceso fermentativo. Las cepas
empleadas pueden someterse a un proceso de mutacién que al alterar algin sector del
genoma logran aumentar la produccion de un metabolito aunque también pueden

disminuirla o en el caso contrario, suprimirla.

La respuesta del microorganismo al medio ambiente o la expresion fenotipica de este, es el
resultado de la influencia de variables de naturaleza fisica y quimica que constituyen los
efectores externos.

Los efectores externos de naturaleza fisica estan vinculados con las condiciones de
operacion que se utilizan en los fermentadores y son por ejemplo: la temperatura, la
agitacion, la aireacion, etc. Es decir estan constituidos por las variables de manipulacién
fisica, mientras que los de naturaleza quimica estan representados por la presencia de los
componentes del medio de fermentacion.

La modificacién de efectores como la temperatura tiene un efecto notable sobre el proceso.
Si la temperatura no es la adecuada puede disminuir o impedir la formacién de un
metabolito, puede modificar los requerimientos nutritivos de algunos microorganismos,
influye en los indices de las reacciones quimicas y en la configuracion tridimensional de las
proteinas, con lo cual se afectan los indices de actividad enzimatica. Los diferentes grupos
microbianos presentan exigencias diferentes respecto a la temperatura que permite su
crecimiento. La temperatura Optima, minima y méaxima de crecimiento de una especie
microbiana esta relacionada con la temperatura del habitat normal del microorganismo.

Por otro lado, los microorganismos varian en sus rangos de tolerancia al pH, pero en
general requieren una concentracion de iones hidrogeno para su crecimiento.

El efecto del pH sobre los indices de crecimiento microbiano se basa en gran parte en la
naturaleza de las proteinas, pues la interaccion entre los grupos R de los aminodcidos

influye mucho en la estructura y funcion de las proteinas.
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2.8 ALMIDON

Es el sustrato principal de las bacterias amiloliticas y quimicamente es una mezcla de dos
polisacdridos, la amilosa y la amilopectina; el primero es el producto de la condensacion de
D-glucopiranosas por medio de enlaces glucosidicos o~(1,4), que establece largas cadenas
lineales con 200-2500 unidades, cuya unidad repetitiva es la o= maltosa. Adquiere una
conformaci6n tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice consta de seis

moléculas de glucosa (Badui 1993).

La amilopectina se diferencia de la amilosa en que contiene ramificaciones que se
encuentran unidas por enlaces a-D-(1,6), localizadas cada 15-25 unidades lineales de

glucosa.

Después de la celulosa es probablemente el polisacarido més abundante e importante desde
el punto de vista comercial. Se encuentra en cereales, tubérculos y en algunas frutas como

polisacarido de reserva de energética (Badui, 1993).

En el maiz el almidon es el principal carbohidrato (72-73%), ya que la sacarosa, glucosa y

fructosa representan del 1 al 3% en el grano (Boyer y Shannon, 1987).

2.9 AMILASAS

Estas enzimas tienen gran importancia biotecnoldgica ya que hoy en dia sus usos se
extienden en la industria alimentaria, textil y papelera. Provienen de diferentes fuentes
como plantas, animales y microorganismos, siendo estas ultimas las mas utilizadas en la
industria (Pandey y col. 2000).

Las amilasas son capaces de hidrolizar moléculas de almidén y asi obtener diversos
productos como dextrinas y progresivamente polimeros mas pequefios compuestos de

unidades de glucosa (Fogarty y col. 1983).
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Las amilasas pueden dividirse en 2 categorias, endoamilasas y exoamilasas. Las primeras
hidrolizan aleatoriamente el interior de la molécula de almidon, esta accion causa la
formacion de oligosacaridos de diferentes longitudes, lineales y ramificados. Las
exoamilasas hidrolizan a partir del extremo no reductor generando residuos pequefios.

Una segunda clasificacion propone dividirlas en: oy 8- amilasas (Gupta y col. 2003). La a-
amilasa es una endohidrolasa que actia de manera aleatoria sobre los enlaces internos o-1,
4 de la amilosa y de la amilopectina, con lo cual se producen dextrinas.

Por su parte, $-amilasa hidroliza los enlaces o-1, 4, a partir de los extremos no reductores y
produce moléculas de maltosa; esta actividad la clasifica como una exoenzima (Badui,
1993).

Produccién microbiana de o- amilasa.

La produccién microbiana de a-amilasa es afectada por una gran variedad de factores
fisicoquimicos. Entre los mas notables se encuentran la composicion del medio de
crecimiento, el pH del medio, la concentracién de fosfatos, el inoculo, la temperatura, la
aireacion, la fuente de carbono y la fuente de nitrogeno. De estos pardmetros, la
temperatura y el pH juegan un papel muy importante en los cambios morfolégicos del
microorganismo y en la secrecion de la enzima.

El cambio de pH observado durante el crecimiento de los microorganismos afecta de
manera muy importante la produccién de la enzima pues induce cambios morfolégicos en
el microorganismo y en la produccion de la enzima. La influencia de la temperatura sobre
la produccién de amilasa esta relacionada con el crecimiento del microorganismo (Gupta y

col. 2003).
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Bacterias licticas y sus amilasas.

Existen diversos alimentos fermentados de los cuales se han aislado bacterias lacticas
amiloliticas y se han caracterizado las amilasas que producen, a continuacion se presentan
algunos ejemplos de las cepas que las producen y las condiciones en las que se observa la

mayor actividad amilolitica.

Se han reportado cepas de Streptococcus bovis aisladas del rumen que producen amilasas
intra y extracelulares, tal es el caso de la cepa JB1 y 148, esta ultima muestra la mayor
actividad de su amilasa intracelular a pH 6.5 y 40°C, mientras que la extracelular a pH 5.5
y 50 °C (Satoh y col. 1997).

La mayor actividad de la amilasa L137, producida por Lactobacillus plantarum se reportd
cuando esta se encuentra a valores de pH de 3.4 a 35°C, mientras que la amilasa
extracelular de Lactobacillus plantarum A6 tiene su mayor actividad a pH 5 y a una
temperatura de 65°C (Giraud y col 1997; Rodriguez-Sanoja y col. 2000).

Durante la caracterizacion de la « -amilasa extracelular de Lactobacillus manihotivorans
LMG se determino que el pH y la temperatura de mayor actividad fueron 5.5 y 55°C
respectivamente (Aguilar y col. 2000).

La o amilasa de Lactobacillus amylovorus tiene su mayor actividad a pH 5 y 62°C
(Olympia y col. 1995).

La actividad de las bacterias licticas mas amiloliticas aisladas del pozol se encuentra
asociada a la célula, ya que no se encontr6 actividad de la enzima en el sobrenadante del
medio en el que fueron cultivadas (MRS-almidén), sin embargo si se encontrd actividad
amilolitica asociada a la célula, tal es el caso de Streptococcus bovis 25124, Enterococcus

sulfureus A36202 y Lactococcus lactis A45212.
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La mayor actividad de las amilasas producidas por Lactococcus lactis A45212 y
Streptococcus bovis 25124 se present6 a valores de pH cercanos a la neutralidad (6-6.6) y
son estables en condiciones de pH alto e inestables a valores de pH bajo.

Estas mismas cepas mostraron la mayor actividad amilolitica en un rango de temperatura de
30 a 37°C, lo que coincide con las condiciones de incubacion del pozol en Villahermosa
Tabasco.

La amilasa de Streptococcus bovis 25124 y Lactococcus lactis A45212 produjeron desde
glucosa hasta maltooctaosa y maltodextrinas. La maltosa, maltotriosa, maltotetraosa y
maltopentaosa fueron los productos principales de la hidrélisis del almidén por la amilasa
de Lactococcus lactis A45212. Streptococcus bovis 25124 produjo maltotetraosa,

maltopentaosa y maltohexaosa (Diaz y col.2003).

2.10 Fermentacién del almidén y otros sustratos por bacterias lacticas amiloliticas.

Mediante la fermentacion de diversos sustratos y en condiciones controladas, se han
elucidado ciertas dindmicas de crecimiento, sobrevivencia y actividad bioquimica de las

bacterias lacticas amiloliticas que intervienen en la fermentacion de alimentos.

A continuacion se muestran datos obtenidos de las cinéticas de fermentaciones en almidén

u otros sustratos por bacterias lacticas amiloliticas.

Se han estudiado las fermentaciones de cepas de Streptococcus bovis aisladas del tracto
digestivo de rumiantes. S. bovis JB1 mostré un crecimiento rapido cuando se llevé a cabo
una fermentacion en almidén a 39°C, la velocidad especifica maxima de crecimiento
reportada fue de 1.62 hr', los productos principales de la hidrélisis de almidén fueron
maltosa, maltotriosa y maltotetraosa, los cuales se acumularon durante el crecimiento
(Cotta y col. 1991).

En otro estudio (Bond y col. 1998) donde se evalud el crecimiento de veinte cepas de S.
bovis a 37°C y a pH 6.7 usando diferentes sustratos, el crecimiento fue mas lento sobre

lactosa (1.21 hr'i) que sobre glucosa (1.67 hr-1).
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Como se ha mencionado anteriormente, el pH es un factor determinante para el desarrollo
de un microorganismo, dos ejemplos claros son las fermentaciones en almidén a pH
controlado y no controlado de Lactobacillus manihotivorans LMG 18010" y L. plantarum
A6

L. plantarum A6 creci6 e hidrolizé el almidon eficientemente hasta valores de pH de 4.5. A
pH controlado (6), se observé un aumento en la produccion de acido lactico, de amilasa y
de biomasa para Lactobacillus manihotivorans, pero L. Plantarum A6 solo aumento su
produccién de amilasa. La velocidad especifica de crecimiento fue la misma en glucosa y

en almidén para Lactobacillus manihotivorans (0.35 hr'') (Guyot y col. 2000).

En otro estudio, se determinaron las condiciones éptimas de crecimiento en el medio MRS-
almidén de Lactobacillus fermentum Ogi E1 y se observo que el pH 6ptimo de crecimiento
era de 6.6 a 30°C. Ademas se observo que esta bacteria presentd un patron bifasico de
crecimiento: una primera fase exponencial de las 0 a las 5 horas y otra de las 5.5 a las 8
horas (la velocidad especifica méxima de crecimiento fue de 0.38 y 0.35 hr',
respectivamente). Este comportamiento puede deberse a la composicion del medio o al

agotamiento de algunos factores de crecimiento (Calderén y col. 2001).
Estos microorganismos han sido aislados de diferentes entornos y dreas geograficas y han

sido ampliamente estudiados; sin embargo, algunos aun no se han estudiado a fondo, tal es

el caso de bacterias del género Streptococcus aislados del pozol.
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CAPITULO II1. HIPOTESIS

Existen diferencias en el crecimiento y produccién de la amilasa de las cepas de
Streptococcus aisladas del pozol, bajo diferentes condiciones de temperatura y de pH
inicial del medio.

CAPITULO 1V. OBJETIYOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar el pH y la temperatura éptimos para la produccion de la amilasa y el

crecimiento de dos cepas de Streptococcus aisladas del pozol.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si las amilasas de dos cepas de Streptococcus se encuentran asociadas a

la célula o son extracelulares.

‘ 2. Evaluar diferentes temperaturas de incubacién con el fin de determinar la mejor
‘ temperatura para crecimiento y la mayor producciéon de amilasa de dos cepas de

Streptococcus.

3. Establecer el pH para el mayor crecimiento y la mas alta produccion de amilasa de

dos cepas de Streptococcus.

‘ 4. Comparar los datos de las cinéticas de fermentacion en almidon de las diferentes
' condiciones de pH y de temperatura evaluadas e indicar las diferencias entre ambas

‘ cepas.
5. Evaluar si existen diferencias de ambas cepas, con otra anteriormente estudiada
(Streptococcus bovis 25124) a través de la comparacion de algunos parametros

cinéticos obtenidos de la fermentacion del almidon.
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CAPITULO V. METODOLOGIA

5.1 SELECCION DE CEPAS

Para la realizacién de este trabajo se eligieron dos cepas: Streptococcus bovis A12203 y
Streptococcus macedonicus A45201, aisladas en un estudio previo donde se determiné que
el género Streptococcus era el predominante entre las bacterias lacticas amiloliticas del

pozol (Diaz y col. 2003).

a) Activacion de las cepas.

A partir de cultivos puros conservados a -70°C en perlas de vidrio y glicerol al 20% se
activaron las cepas seleccionadas tomando una perla para depositarla en un tubo con 5 mL
de caldo MRS- glucosa (Oxoid) e incubarlo por 24 horas a 30 °C.

b) Confirmacién de la pureza de las cepas.

Las cepas que se activaron en caldo MRS-glucosa se inocularon en cajas Petri con agar
MRS-almidén (ver Tabla 2) y se incubaron durante 24 horas a 30°C.

Se determiné la actividad amilolitica de las cepas al observar los halos de hidrélisis en el
medio con almidon. Se verificé la homogeneidad en la morfologia de las colonias y de las
células cuando se observaron al microscopio después de realizar una tincion de Gram. Por

ultimo se realiz6 la prueba de la catalasa.
¢) Conservacion de cultivos de ambas cepas en glicerol.
Las cepas que se activaron en caldo MRS-glucosa se conservaron a -70°C en tubos de

plastico que contenian 0.75 mL de glicerol al 80% y 0.75 mL del cultivo. Estos cultivos se

utilizaron en experimentos posteriores

20




Tabla 2. Composicién del medio MRS-Almidon.

MEDIO MRS-Almidén

Reactivos N g/L
peptona pancreatica de caseina 10
extracto de carne 10

" extracto de levadura 5"_
almidén soluble de papa N 20

citrato diamoniacal 217

acetato de sodio 5

sulfato de magnesio heptahidratado 0.207

sulfato de manganeso monohidratado 0.056

fosfato dipotasico 2.62 -

B agar bacteriolégico (para medio sélido) 15
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5.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA.

a) Reactivacién de las cepas.

Se tomaron 0.5 mL de los cultivos congelados y se inocularon en viales con 5 mL de caldo

MRS-glucosa. Se incubaron a 30°C por 16 horas.

b) Crecimiento de las cepas.

Se inocularon 2 mL de los cultivos reactivados previamente en tubos de centrifuga con 20

mL de medio MRS-almidon y se incubaron por 16 horas a 30°C.

¢) Preparacién de las muestras.

Los cultivos se centrifugaron a 15000 rpm y 4°C durante 15 minutos, se separo el
sobrenadante y se conservo en congelacion. Las células se lavaron adicionandoles 20 mL
de agua destilada estéril, se agitaron para resuspenderlas, se centrifugaron nuevamente bajo
las mismas condiciones y se eliminé el agua de lavado. Esta operacion se repitié una vez
mas y finalmente las células se resuspendieron en 2 mL de agua estéril y se conservaron a
20°C.

d) Prueba de actividad amilolitica.

La medicion de la actividad amilolitica se hizo en el sobrenadante para determinar la
actividad extracelular y en las células para determinar la actividad asociada a la célula.

La actividad amilolitica se evalué utilizando el método de extincion del complejo almidén-
yodo, que se basa en la propiedad del almidon soluble de formar un complejo café en
presencia del reactivo yodo-yoduro al 4% y que absorbe a 620 nm. Por accién de la amilasa

disminuye el color producido por el complejo almidon-yodo (Giraud y col. 1993).
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A Reaccién enzimatica

Se tomaron 100 pL de la muestra (sobrenadante o las células) para adicionarlo a un tubo de
ensayo colocado previamente en un bafio de agua a 30°C y con 800 pL de una solucion
amortiguada (con buffer de fosfato de sodio 0.1 M, pH 6.6) de almidén (Prolabo) 7 g/L.
Después de 10 minutos la reaccion se detuvo adicionando 100 pL de acido sulfirico 2N y
pasando el tubo a un bafio de hielo-agua.

Los blancos se prepararon en tubos de ensayo que fueron colocados anticipadamente en un
bafio de hielo-agua y a los cuales les fueron afiadidos en estricto orden: 100 pL de acido
sulfirico 2N, 800 pL de la misma solucion amortiguada de almidon y 100 pL de la

muestra.

A Determinacién del almidén residual.
Para determinar el almidén que no fue hidrolizado durante la prueba enzimética se
agregaron en un tubo de ensayo 0.1 mL de la muestra y 2.4 mL de solucion yodo-yoduro al
4% y se agitd. Se leyeron los valores de absorbancia a 620nm en un espectrofotémetro 21D

Milton Roy y se relacionaron con una curva patrén de almidon (Figura 3).

Para calcular la actividad amilolitica se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Actividad amilolitica (U/mL) = (ADbS pjanco - AbS muestra)™ P*3 ... (1)

Donde:

P = pendiente de la curva estandar de almidén (absorbancia a 620nm vs. concentracion de

almidén en g/L).

Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima necesaria para

hidrolizar 10 mg de almidén en 30 minutos.
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€) Curva estandar de almidén.

La curva de calibracion se construyé con los datos de absorbancia a 620nm que se
obtuvieron al determinar el complejo almidén-yodo (tal como se describié previamente) en
soluciones de almidon (Prolabo) a diferentes concentraciones (Tabla 3). La figura 3

muestra la curva estandar obtenida.

Tabla 3. Concentraciones de almidén utilizadas para la obtencién de la curva estandar

o mL de sol. Stock mL de agua Almidén Prolabo
( almidén Prolabo 7 g/L) destilada (/L)
blanco 0 1.0 0
1 0.2 0.8 1.4
2 0.4 0.6 2.8
3 0.6 0.4 4.2
B 0.8 0.2 5.6
5 1.0 0 7.0
[ 5 .
[~ 09
e
'€ 06
[-2 o5
- _
| 'E g‘; y = 0.1441x + 0,0109 f
a 1
i % 0.1 R =0.9976
' 0
0 1 2 3 4 5 6 7
almidén (g/L)

Figura 3. Curva de calibracién de almidén (Prolabo). Método de extincién del
complejo almidén-yodo.
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5.3 Fermentacion del almidén por cepas de S. bovis A12203 y S. macedonicus
A45201 a diferentes valores de temperatura y pH

Para evaluar el efecto del pH y la temperatura en el crecimiento y en la produccién de
amilasa de S. bovis A12203 y S. macedonicus A45201 se evaluaron algunos parametros
durante fermentaciones en medio MRS-almidén bajo diferentes condiciones de temperatura

de incubacién y pH inicial del medio de cultivo (Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones de temperatura y de pH para las diferentes fermentaciones del almidén
por S. bovis A12203 y S. macedonicus A45201, asi como los paridmetros evaluados durante
éstas,

. Temperatura de pH inicial Parametros evaluados en las
Fermentacién X . :
incubacién del medio de cultivo fermentaciones
1 30°C 4.5
%+ Produccion de biomasa
2 30°C 6.5
% Actividad amilolitica
0,
3 30°C 8.5 & pH
-4 37°C 6.5 % Almiddn residual
+ Carbohidratos totales
5 37°C 8.5
<+ Aazicares reductores
6 40°C 8.5
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a) Reactivacion de cepas.

La reactivacion de los cultivos congelados de Streptococcus se hizo inoculando 1 mL de

estas cepas en 10 mL de caldo MRS-glucosa, se incubaron a 30°C por 24 horas.

b) Preparacion del precultivo.

Se tomaron 8 mL de los cultivos de la cepa reactivada y se inocularon en 80 mL de caldo

MRS-almidon, estos medios se incubaron a 30°C por 16 horas.

¢) Inoculaciéon

Los 80 mL del precultivo se inocularon en un matraz Erlenmeyer de 1 L con 800 mL de
medio MRS-almidén ajustado al pH requerido (el pH normal del medio MRS almidon es
de 6.5, pero se ajusté a 8.5 y 4.5 con NaOH 2N y acido acético 2.5N respectivamente).

d) Fermentacion.

El medio inoculado se incubé 26 horas y sin agitacién a la temperatura a la cual se
pretendia evaluar las cepas. Todas las fermentaciones se hicieron por duplicado.

Se tomaron muestras de 20 mL cada hora desde el inicio y hasta las 12 horas de
fermentacién y también se tomo una tltima muestra a las 26 horas.

Inmediatamente después de tomar las muestras, se centrifugaron a 15000 rpm, 15 minutos a
4°C, de los sobrenadantes se tom6 una alicuota para determinar el almidén residual y el
resto se congelo para un posterior analisis de carbohidratos. Las células se lavaron 2 veces
(el mismo dia) como se describio anteriormente (inciso d, preparacioén de las muestras) y
ya limpias se resuspendieron en 2 mL de agua destilada estéril. Estas células se conservaron

a -20°C para después evaluar la actividad amilolitica.
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e) Determinacién del almidén residual.
Se tomé una alicuota de 100 pL del sobrenadante de los cultivos y se hicieron las
diluciones adecuadas para determinar el almidén residual presente en la muestra a través
del método de extincion del complejo almidon —yodo, tal como se explicé previamente.

f) Medicion del pH.

La medicién de pH se hizo cada 3 horas a lo largo de la fermentacién tomando una muestra

del medio fermentado para medirlo en un potenciémetro (Jenway 3020).

g) Medicion de la actividad amilolitica asociada a las células de S. bovis A12203 y
S. macedonicus A45201.

La actividad amilolitica asociada a las células se midié siguiendo el mismo protocolo

anteriormente descrito (determinacion de la actividad amilolitica)

h) Cuantificacién de carbohidratos totales.
La cuantificacion de carbohidratos totales en las muestras obtenidas de las fermentaciones
se llevé a cabo por el método descrito por Dubois (1956) y modificado por Strickland
(1968).

i) Analisis de aziicares reductores.

La cuantificacion de azucares reductores se hizo siguiendo el método de Miller (1959).
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j) Estimacion del crecimiento.

1. Estimacion de la biomasa,

La biomasa se determiné relacionando los datos de densidad optica, medida a 600 nm en un
espectrofotémetro 21D Milton Roy y evaluada cada 30 minutos en las primeras 12 horas y
una medicion final a las 26 horas de fermentacién, con una curva patrén de peso seco

(densidad optica vs. peso seco) (Figuras 4 y 5).

2. Curva patrén de peso seco

2.1 Obtencion de los cultivos.

Se reactivaron 0.5 mL de los cultivos congelados en viales con 5 mL de caldo MRS-
glucosa y se incubaron a 30°C por 24 horas. 4 mL de estos cultivos reactivados se
inocularon en 40 mL de medio MRS-almidén y se incubaron a 30°C por 16 horas.
Finalmente los 40 mL del precultivo se inocularon en 400 mL de medio MRS-almidodn, se
incubaron a 30°C por 10 y 11 horas, tiempo en el cual finalizé la fase exponencial de

crecimiento para S. bovis A12203 y S. macedonicus A45201, respectivamente.

2.1.1 Dilucién de las muestras.

Se cosecharon las células centrifugando a 15000 rpm, 15 minutos, a 4°C. El sobrenadante
se elimind y las células se lavaron 2 veces con agua destilada estéril, resuspendiéndolas y
centrifugandolas cada vez. Las células limpias se resuspendieron en 40 mL de medio MRS
sin almidon, se realizaron las diluciones correspondientes (con medio MRS sin almidén) y

se les determiné la DO goonm.
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2.1.1.1 Separacién y secado de células

Utilizando membranas HVLP 04700 Millipore de 0.45um de tamafio de poro y 45 mm de
didmetro ligeramente humedecidas con agua destilada estéril (se secaron anticipadamente
en una estufa a 80°C hasta peso constante) y un equipo de filtracién (Millipore) se filtraron
las células diluidas a las cuales se les habia determinado previamente la DO goopm. A
continuacion, las células retenidas en las membranas se lavaron 2 veces con 20 mL de agua
destilada estéril.

Las membranas se secaron hasta peso constante y se pesaron, con la diferencia de peso
inicial y final se calcul6 el peso seco. Con los valores de DO y de peso seco de los cultivos

se construyeron las curvas de peso seco (Figuras 4 y 5).

| 0.8
| E o6
| 8
S 04
o y =1.138x -0.043

0.2 R2 = 0.9842

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
PESO SECO g/L.

Figura 4. Curva de biomasa vs DO de S. bovis A12203.
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Figura 5. Curva de biomasa vs DO de S. macedonicus A12203

5.3 Estimacion de Parimetros Cinéticos

Los pardmetros cinéticos estimados en este estudio fueron calculados a partir de datos
obtenidos del seguimiento de las fermentaciones.

Se calculé velocidad especifica maxima de crecimiento (it max) ¥ €l rendimiento de amilasa
con respecto a la biomasa (Yamyx) durante la fase exponencial de crecimiento como la
pendiente de la recta obtenida de la regresion lineal del In de la biomasa vs. el tiempo y la

actividad amilolitica vs. la biomasa, respectivamente.

La velocidad especifica de produccién de amilasa se calculé de acuerdo con Pirt (1985)

como:

Qamy=H *Y amyi
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CAPITULO VI. RESULTADOS

6.1 Confirmacion de pureza de las cepas

Se confirmé la pureza de las cepas cuando se observé la homogeneidad en la morfologia de
las colonias y de las células cuando se observaron al microscopio (cocos agrupados en

cadenas y pares, Gram positivos). La prueba de la catalasa resulté negativa.

6.2 Determinacién de la actividad amilolitica asociada a las células y

extracelular.

Tanto en el sobrenadante como en las células de ambas cepas se encontré actividad

amilolitica, sin embargo, esta fue notablemente mas alta en estas tltimas (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad amilolitica de las cepas de S. bovis A12203 y S. macedonicus A45201

ACTIVIDAD AMILOLITICA (U/L)
CEPA
MEDICION EN
S. macedonicus S. bovis
A 45201 A 12203
SOBRENADANTE 6 37
CELULAS 62 102

Debido a este resultado, las mediciones posteriores de la actividad amilolitica solo se

realizaron en las células.
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6.3 FERMENTACION DEL ALMIDON POR S. bovis A12203
EFECTO DEL pH Y DE LA TEMPERATURA

a) Fermentacion a pH 4.5 y 30°C

Bajo estas condiciones de fermentacion no se observé un incremento en la produccion de
biomasa ni cambio en el pH inicial del medio de cultivo, por lo que no se consideré

necesario medir la actividad amilolitica ni hacer la cuantificacion de carbohidratos.
b) Fermentacion a pH 6.5 y 30°

Al cabo de tres horas de fermentacion, S. bovis A12203 alcanzo la fase exponencial (que
finaliz6 alrededor de las 7.5 horas) y creci6 a una velocidad especifica de 0.53 hr! (Figura
6A).

La actividad amilolitica aumentd desde la tercera hora de fermentacion y de forma mas
acelerada a partir de la quinta hora, a pesar de esto fue entre las 8 y las 12 horas cuando se
observaron los valores maximos (808 y 853 U/L respectivamente). Después de este periodo
de tiempo y hasta las 26 horas la actividad se mantuvo practicamente constante (738 U/L)
(Figura 6A). La velocidad de produccién de amilasa fue de 174 U (g células)'hr' y se
determiné un rendimiento de amilasa relativo a biomasa de 328 (U g']).

Después de las seis horas el pH disminuyé hasta 5.3 y se mantuvo casi constante hasta las
26 horas cuando se alcanzé un valor de 4.7 (Figura 6B).

Respecto a los carbohidratos totales se observé que no hay una diferencia importante en la
concentracion de carbohidratos presentes en el medio de cultivo al inicio y al final de la

fermentacion. Solo un 11% de ellos fue aprovechado por el microorganismo (Figura 6C).

Durante las primeras seis horas de fermentacién ocurri6 la hidrolisis de la mayor parte del

sustrato, después de 26 horas un 37% del almidon permanecio integré (Figura 6C).

El incremento en la concentracion de aziicares reductores fue minimo, ya que al inicio de la
fermentacion se determinaron 0.24 g/L y 0.38 g/L a las 26 horas, durante este periodo de

tiempo no se observo acumulacién de estos azucares (Figura 6D).
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Figura 6. Resultados de los pardmetros evaluados a lo largo de la fermentacion del almidén
por S. bovis A12203 a pH 6.5 y 30°C.

A) Concentracion de biomasa (®) y actividad amilolitica (4)
B) pH del medio de cultivo (A)

C) Concentracion del almidén () y carbohidratos totales ()
D) Concentracion de azucares reductores (O).
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¢) Fermentacion a pH 8.5 y 30°C

Después de la fase lag de dos horas (Figura 7A), el microorganismo se desarroll6 a una
velocidad especifica de crecimiento de 0.57 hr-'. Durante la fase estacionaria, que inicio a
las 7.5 horas y a un pH alrededor de 4.8 (Figura 7B) se apreciaron dos puntos maximos de
actividad amilolitica: a las 8 (904 U/L) y a las 12 horas (947 U/L) (Figura 7A), a partir de
esta hora se mantuvo la actividad de la enzima casi constante hasta las 26 horas (824 U/L)
(Figura 7A).

El rendimiento de amilasa relativo a la biomasa fue de 393 U g-' y se determin6 que la
velocidad especifica de produccion de amilasa fue de 224 U (g células)'hr.

Apenas en la quinta hora de fermentacién, el 72% del almidén presente en el medio de
cultivo ya habia sido hidrolizado y un 24% del sustrato permanecié intacto hasta las 26
horas. Se determin6 que un 36% de los carbohidratos totales fueron consumidos a lo largo
de 26 horas de fermentacion (Figura 7C).

Se observé una acumulacién importante de azicares reductores a las cinco horas de
fermentacion (2.4 g/L), pero después de este tiempo y hasta las 8 horas se present6 un
decremento dréstico en la concentracién de estos azicares (1.3 g/L), en las horas siguientes
el aprovechamiento de éstos se volvié paulatino, hasta llegar a una concentracion de 0.7 g/L
a las 26 horas (Figura 7D).
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Figura 7. Resultados de los parametros evaluados a lo largo de la fermentacion del
almidén por S. bovis A12203 a pH 8.5 y 30°C.

A) Concentracion de biomasa (®) y actividad amilolitica (4)
B) pH del medio de cultivo (A)

C) Concentracion del almidén () y carbohidratos totales (#)
D) Concentracién de azucares reductores (O).
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d) Fermentacién a pH 6.5 y 37°C

La quinta hora de fermentacion marcé el final de la fase exponencial (Figura 8A) durante la
que se present6 una velocidad especifica de crecimiento de 0.75 hr "'. La actividad
amilolitica a las 3 horas de fermentacion era de 145 U/L y a partir de este tiempo se
incrementé draméticamente hasta las 7 y 8 horas, cuando se presentaron los valores mas
altos (971 y 967 U/L respectivamente), a las 9 horas disminuy6 ligeramente y se mantuvo
casi constante por 2 horas mas. La actividad se redujo hasta 354 U/L a las 26 horas (Figura
8A).

La velocidad especifica de produccién de amilasa fue de 759 U (g células)'hr', mientras
que el rendimiento de amilasa relativo a la biomasa presento un valor de 1012 U g

El decremento del pH hasta un valor de 5.0 ocurrié después de seis horas de fermentacion,
sin embargo el pH del medio a las 26 descendi6 hasta un valor de 4.8 (Figura 8B).

A las 26 horas, el 65% de los carbohidratos totales permanecieron en el medio de cultivo
sin ser aprovechados (Figura 8C). El 57% del almidén fue hidrolizado al final de la
fermentacion, la mayor parte durante las primeras cuatro horas (Figura 8C).

Desde el inicio de la fermentacion y hasta las 5 horas se acumularon los azicares
reductores (de 1.1 a 3 g/L), después de este tiempo la mayoria fueron consumidos, aunque

mas especificamente entre las 6 y 7 horas (Figura 8D).
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Figura 8. Resultados de los parametros evaluados a lo largo de la fermentacion del
almidoén por S. bovis A12203 apH 6.5y 37°C.

A) Concentracion de biomasa (®) y actividad amilolitica (4)
B) pH del medio de cultivo (A)

C) Concentracién del almidon (0) y carbohidratos totales (+)
D) Concentracién de azucares reductores (©).
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e) Fermentacién a pH 6.5 y 40°C

A partir de la segunda y hasta las 4.5 horas de fermentacion se present6 la fase exponencial
(Figura 9A), lograndose determinar una velocidad especifica de crecimiento de 1.08 hr'.
En la segunda hora de fermentacion, la actividad que presentaba la enzima era minima (de
129 U/L), pero en las siguientes horas ésta empezo a aumentar considerablemente y entre la
quinta y la sexta hora de fermentacién se alcanzaron los valores mas altos de actividad
amilolitica bajo estas condiciones (915 y 902 U/L respectivamente). A partir de la séptima
hora la actividad empezé a disminuir gradualmente hasta llegar a un valor de 116 U/L al
finalizar la fermentacion (Figura 9A). El rendimiento de amilasa relativo a biomasa fue de
1566 U g"', mientras que la velocidad especifica de produccién de la enzima fue de 1692 U
(g células)'hr”'. Al cabo de 26 horas de fermentacién el pH del medio descendi6 hasta 4.7,
sin embargo la reduccién fue visiblemente mas rapida en las primeras 6 horas pues se
registré un valor de 4.9 (Figura 9B).

La diferencia de concentraci6n entre carbohidratos totales iniciales y finales fue pequefia ya
que solamente el 27% de estos se utilizaron a lo largo de la fermentacién (Figura 9C).
Después de 26 horas, el 40% de almidén permanecio integro (Figura 9C).

La concentracién inicial de azicares reductores era de 0.17 g/L, a medida que transcurrié el
tiempo se observé un ligero incremento de éstos, presentandose la concentracion mas alta a
las 6 horas (1.0 g/L) y enseguida un rapido decremento hasta un valor de 0.45 g/L a las 8
horas. Al finalizar la fermentacién, 0.31 g/L permanecieron en el medio de cultivo (Figura

9D).

38



- 1000
A g
. - 800 @z
: S
& - 600 %
" - 400 2
- 200 <
4
-0
B
2 6.7 4
5.8 i
4.9 -
, | . 1
o 50 | &
E
<
£
g
-
i X
3 : )
a .
0
» 3.2 D
‘? 4
£ 241
T 1.6
3 08 M
2 e - s M’}
0.0 °

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tiempo (horas)

Figura 9. Resultados de los pardametros evaluados a lo largo de la fermentacion del
almidén por S. bovis A12203 a pH 6.5 y 40°C.

A) Concentracién de biomasa (®) y actividad amilolitica ()
B) pH del medio de cultivo (A)

C) Concentracién del almidén (OJ) y carbohidratos totales (*)
D) Concentracion de azucares reductores (0).

39



f) Fermentacién a pH 8.5 y 40°C

Bajo estas condiciones S. bovis A12203 presenté un patron bifasico de crecimiento, es
decir: una primera fase exponencial de las 0.5 a las 2 horas y una segunda fase exponencial
de las 3.5 horas a las 10.5 horas, la velocidad especifica de crecimiento fue de 0.83 y 0.23
hr' respectivamente (Figura 10A). De igual forma se observaron dos puntos méaximos de
actividad amilolitica (Figura 10A), el primero a las 6 horas (193 U/L) y el segundo a las 10
horas (451 U/L), mientras que la velocidad especifica de produccion de amilasa fue de 165
(U g") y el rendimiento de amilasa relativo a biomasa fue de 589 U g”".

La disminuci6n del pH presenté dos puntos importantes: un descenso lento durante las
primeras 6 horas hasta un pH de 7.7 y un decremento mas visible en las horas posteriores.
A las 12 horas se alcanzé un pH de 5.1 que se mantuvo constante hasta las 26 horas (Figura
10B). La fermentacion de carbohidratos fue incompleta, pues solo el 31% de éstos fueron
consumidos después de 26 horas de fermentacion (Figura 10C). El 93% del almidén fue
hidrolizado de manera mas importante en las primeras 10 horas (Figura 10C). A las 26

horas solo el 7% permanecia integro.

Desde el inicio de la fermentacién y hasta las 9 horas la concentracion de azicares
reductores se incrementé gradualmente (de 0.16 a 1.05 g/L de glucosa). En esta hora se
presentod la concentraciéon méaxima de estos azicares. Durante las siguientes 2 horas el 74%

de ellos fueron consumidos rapidamente (Figura 10D).
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Figura 10. Resultados de los parametros evaluados a lo largo de la fermentacion
del almidén por S. bovis A12203 a pH 8.5 y 40°C.

A) Concentracion de biomasa (®) y actividad amilolitica (©)
B) pH del medio de cultivo (A)

C) Concentracion del almidon () y carbohidratos totales ()
D) Concentracion de azucares reductores (©).
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Tabla 6. Parametros cinéticos de S. bovis A12203 obtenidos de la fermentacién de almidén bajo diferentes condiciones de
temperatura y de pH

CEPA S. bovis A12203
pHyT pH6.5,30°C  pHB8.5,30°C pH6.5,37°C  pHG.5,40°C  pH 8.5, 40°C
0.83
pu (hr'") 0.53 0.55 0.75 1.08
0.23 **
Y amy (ug) 328 393 1012 1566 589
qamy
[U(g células peso scco)'[hr"] 174 216 759 1692 165

H max (velocidad especifica de crecimiento), Y gmy/x (rendimiento de amilasa con respecto a biomasa), q amy (Velocidad

especifica de produccion de amilasa)* 1* Fase exponencial, ** 2° Fase exponencial
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6.4 Fermentacion del almidén por S. macedonicus A45201

Efecto del pH y de la temperatura

a) Fermentacion a pH 4.5 y 40°C

Durante 12 horas de fermentacién en las condiciones descritas no se observd crecimiento
en el medio de cultivo, ni cambio en el pH inicial del medio. Mas tarde, a las 26 horas, se

observé una mayor turbidez con respecto a la que se apreci6 al inicio de la fermentacion
b) Fermentacion a pH 6.5 y 30°C

Una hora después de haberse iniciado la fermentacion se presento la fase exponencial de
crecimiento, que se prolongé hasta las 12 horas (Figura 11A). En esta etapa se determiné
una velocidad especifica de crecimiento de 1.52 hr™'.

Se presentaron dos puntos maximos de actividad amilolitica, el primero a las 7 (419 U/L) y
el segundo a las 11 horas (355 U/L). A las 12 horas el decremento de la actividad fue
evidente, pues en esta hora se determiné un valor de 197 U/L, que se mantuvo constante
hasta las 26 horas (Figura 8A). La velocidad especifica de produccion de amilasa asi como
el rendimiento de ésta relativo a la biomasa fue de 198 U (g células)'hr' y 130 U g
respectivamente.

Durante las primeras nueve horas el pH disminuyé de manera constante hasta llegar a un

valor de 4.9. A las 26 horas el pH era de 4.72 (Figura 11B).

El anélisis de carbohidratos totales revelé que el 68% de estos no fueron consumidos al
término de la fermentacion (Figura 11C).

Después de 26 horas de fermentacion, el 62% del almidén presente en el medio de cultivo
fue hidrolizado, la mayor parte de este en las primeras cuatro horas (Figura 11C).

Se produjo una pequeifia acumulacién de aziicares reductores a las 4 horas (0.7 g/L) y una

mayor a las 8 horas, en la que se originaron 1.1 g/L (Figura 11D).
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Figura 11. Resultados de los pardmetros evaluados a lo largo de la fermentacién

del almidon por S. macedonicus A45201 a pH 6.5 y 30°C.

A) Concentracion de biomasa (®) y actividad amilolitica (9)
B) pH del medio de cultivo (A)

C) Concentracion del almidén (OJ) y carbohidratos totales ()
D) Concentracion de azucares reductores (o).
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¢) Fermentacion a pH 8.5 y 30°C

Estas condiciones de crecimiento propiciaron que la fase exponencial de crecimiento se
presentara alrededor de las cinco horas y se extendiera hasta las 11 horas (Figura 12A), S.
macedonicus A45201 crecié a una velocidad especifica de 0.9 hr”'. A partir de las 3 horas
de fermentacion el incremento de la actividad amilolitica fue evidente, a las 12 horas se
presenté el valor mas alto de actividad (594 U/L) y permanecio casi constante hasta las 26
horas de fermentacion (549 U/L) (Figura 12A). La amilasa se produjo a un velocidad
especifica de 497 U (g células)'hr’', el rendimiento de ésta relativo a la biomasa fue de 552
ug'

Desde el inicio de la fermentacion se observé una disminucion constante del pH hasta un
valor de 5.3 a las 9 horas y un valor final de 4.8 a las 26 horas (Figura 12B).

De los carbohidratos totales presentes en el medio de fermentacion solo el 39% fueron
utilizados después de 26 horas de crecimiento del microorganismo (Figura 12C).

El almidén no fue hidrolizado en su totalidad ya que 28 % de este se encontraba integro a
las 26 horas (Figura 12C). La concentracién inicial de aziicares reductores en el medio de
cultivo era de 0.2 g/L, ésta fue incrementandose hasta alcanzar una concentracion maxima
que se presento en la octava hora de fermentacion (1.0 g/L). En las siguientes horas la
concentracion de estos azicares disminuyé gradualmente, aunque sin desaparecer
totalmente del medio pues se detecté una concentracion de 0.41 g/L a las 26 horas (Figura
12D).
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Figura 12. Resultados de los parametros evaluados a lo largo de la fermentacién
del almidén por S. macedonicus A45201 a pH 8.5 y 30°C.

A) Concentracién de biomasa (®) y actividad amilolitica ()
B) pH del medio de cultivo (A)

©) Concentraci6n del almidén (O) y carbohidratos totales (»)
D) Concentracién de azucares reductores (0).
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d) Fermentacion a pH 6.5y 37°C

El microorganismo crecié a una velocidad especifica de 1.56 hr', durante la fase
exponencial de crecimiento que se presentd entre la primera y la sexta hora de fermentacion
(Figura 13A). La actividad amilolitica se increment6 rapidamente desde las 2 horas y fue a
las 6 horas cuando se presenté la maxima actividad (697 U/L), en las siguientes dos horas
se aprecio un ligero decremento y nuevamente un pequeiio aumento a las 10 horas de
fermentacion hasta un valor de 646 U/L. A las 26 horas la actividad amilolitica era de 262
U/L (Figura 13A). El rendimiento de amilasa relativo al sustrato y la velocidad especifica
de produccion de esta fue de 382 U ¢y de 597 U (g células) 'hr' respectivamente.

Fueron necesarias 9 horas para que el pH llegara a un valor de 4.8 y se mantuviera asi hasta
que finalizo la fermentacion a las 26 horas (Figura 13B).

El 62% del almidon presente en el medio de cultivo fue hidrolizado rapidamente en las
primeras seis horas (Figura 13C), por otro lado, el 79% de los carbohidratos totales

permanecieron en el medio al final de la fermentacion (Figura 13C).

Al inicio de la fermentacion la concentracion de azicares reductores era de 0.18 g/L, en la
sexta hora se observo una ligera acumulacion, pues se produjeron 0.47 g/L, de los cuales
solo un 29% fueron utilizados en las horas posteriores. La concentracion de estos azucares

a las 26 horas era de 0.33 g/L (Figura 13D).
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Figura 13. Resultados de los parametros evaluados a lo largo de la
fermentacion del almidén por S. macedonicus A45201 a pH 6.5 y 37°C.

A) Concentracion de biomasa () y actividad amilolitica (4)
B) pH del medio de cultivo (A)

C) Concentracion del almidén ([J) y carbohidratos totales (#)
D) Concentracion de azucares reductores ().

48

Actividad Amilolitica v



e) Fermentacion a pH 6.5 y 40°C

A partir de la primera hora de fermentacion S. macedonicus A45201 crecio
exponencialmente a una velocidad de 2.19 hr'. Después de 5 horas de fermentacion se
presento la fase estacionaria (Figura 14A) y fue al inicio de esta, cuando se alcanzod la
mayor actividad amilolitica (695 U/L). En las siguientes horas se redujo la actividad
amilolitica ya que en la décima hora la actividad era de 357 U/L y de 115 U/L a las 26
horas de fermentacion (Figura 14A).

El rendimiento de amilasa relativo a la biomasa y la velocidad especifica de produccion de
la enzima fue de 449 U g y 983 U (g células)'hr" respectivamente.

El pH disminuyé sobre todo en las primeras 6 horas hasta un valor de 5.2 y se mantuvo casi
constante después de esta hora ya que el pH al final de la fermentacion, es decir a las 26
horas, era de 5 (Figura 14B).

Después de 4 horas de fermentacion el 62% del almidon presente en el medio de cultivo ya
habia sido hidrolizado (Figura 14C). El 79% de los carbohidratos totales permanecieron en
el medio cuando la fermentacion habia concluido (Figura 14C). En la cuarta hora de
fermentacion la concentracion de azicares reductores aumenté de 0.17g/L a 0.9 g/L y de
estos, mds del 50% fueron consumidos rapidamente después de este tiempo y hasta la sexta

hora. A las 26 horas la concentracién era de 0.32 g/L (Figura 14D).
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Figura 14. Resultados de los pardmetros evaluados a lo largo de la fermentaci6n
del almidén por S. macedonicus A45201 apH 6.5 y 40°C.

A) Concentracién de biomasa (®) y actividad amilolitica (4)
B) pH del medio de cultivo (A)

©) Concentracion del almidon ([J) y carbohidratos totales ()
D) Concentracion de azucares reductores ().
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f) Fermentacion a pH 8.5 y 40°C

Se determind una DO inicial de 0.09 en el medio de cultivo, que se mantuvo constante
hasta las 6 horas, a partir de este tiempo los valores de DO disminuyeron gradualmente
hasta llegar a un valor de 0.04 a las 26 horas (Figura 15A). La disminucion del pH fue
minimo, pues sdlo se llegd a un valor de 8.3 a las 26 horas de fermentacion (Figura 15B).

A las 26 horas se observo una especie de polimero de aspecto viscoso y blanco inmerso en
el medio de cultivo, en el que también estaban presentes alguno hilillos que le daban cierta
turbidez al medio.

El almidén del medio fue hidrolizado desde el inicio de la fermentacion, después de 26
horas de fermentacion el 43% permanecia intacto en el medio de cultivo (Figura 15C).

Para descartar una posible contaminacion del medio de cultivo se tomaron dos muestras del
polimetro, la primera se sembr6 en cajas Petri con medio MRS-almidon, en las que se
observo el crecimiento de colonias pequeias que presentaban halos de hidrdlisis del
almidén alrededor de ellas. De la segunda muestra se hizo un frotis que se observo al
microscopio después de una tincién de Gram, la cual revel6 que se trataba de cocos Gram

positivos agrupados en cadenas.

Posteriormente se realizo la prueba de la catalasa tanto en las colonias que crecieron en las
cajas como en los microorganismos provenientes del polimero y esta prueba result6
negativa.

Para determinar si el microorganismo se comportaba de la misma manera bajo estas
condiciones (pH 8.5 y 37°C) se repitié la fermentacion y se observaron los resultados

anteriormente descritos.
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Figura 15. Resultados de los parametros evaluados a lo largo de la fermentacion
del almidén por S. macedonicus A45201 a pH 8.5 y 40°C.

E) Densidad 6ptica (®)
F) pH del medio de cultivo (A)
G) Concentraci6n del almidén ()
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Tabla 7. Pardmetros cinéticos de S. macedonicus A45201 obtenidos de la fermentacién de almidén bajo diferentes condiciones de
temperatura y de pH

CEPA 8. macedonicus A45201
pHyT pH 6.5, 30°C pH 8.5, 30°C pH 6.5,37°C pH 6.5, 40°C
u (hr'") 1.52 0.90 1.56 2.19
Y amy (ug") 130 552 382 449
q amy

[U(g células peso seco)'hr'] 193 487 227 o83

H max (velocidad especifica de crecimiento), Y amy/x (rendimiento de amilasa con respecto a biomasa), g amy (Velocidad

especifica de produccion de amilasa)
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CAPITULO VII. DISCUSION

7.1 Determinacion de la actividad amilolitica asociada a las células y

extracelular

S. bovis A12203 y S. macedonicus A45201 pertenecen a una coleccion de 40 cepas aisladas
del pozol, que se identificaron como las de mayor actividad amilolitica.

En este estudio se determiné que las amilasas producidas por ambas se encuentran
asociadas a la célula (Tabla 5) tal es el caso de S. bovis 25124, Lactococcus lactis A45212
y Enterococcus sulfureus A36202 (Diaz y col. 2003).

La mayoria de las bacterias lacticas aisladas de otros alimentos, que se han estudiado de
manera mas profunda, producen amilasas extracelulares, tal es el caso de Lactobacillus
amylovorus (Rodriguez-Sanoja y col. 2000), Lactobacillus plantarum A6 (Giraud y col.
1997) y Lactobacillus manihotivorans (Morlon-Guyot y col. 1998). Sin embargo, existen
reportes de cepas como Lactobacillus fermentum Ogi E1 (Agati y col. 1998) y
Streptococcus mutans, principal agente responsable de la caries dental (Simpson y col.

1998) que producen amilasas extracelulares y asociadas a la célula.

Es comiin encontrar a §. bovis en el tracto digestivo de rumiantes (Hardie y col.1986) y a
diferencia de las cepas que se aislaron del pozol (S. bovis A12203 y 25124), las del rumen
(JB1 y 148) poseen actividad amilolitica intracelular y extracelular (Satoh y col. 1993;
1997).



7.2 Fermentacion del almidon por S. bovis A12203
Influencia del pH sobre el crecimiento y la actividad amilolitica

A Influencia del pH

Los resultados obtenidos indican que la influencia del pH es importante en el crecimiento
de esta cepa, ya que al evaluarlo durante las fermentaciones realizadas a pH inicial de 4.5,
6.5 y 8.5 (todas incubadas a 30°C) se encontraron claras diferencias en el comportamiento

del microorganismo.

Se ha reportado a §. bovis como un habitante comin del rumen. Hungate y col. (1997)
notaron un descenso en las cuentas de este microorganismo cuando fue expuesto a un

ambiente acido (pH 5.6).

Lo anterior coincide con los resultados de este trabajo, ya que la cepa A12203, aislada del
pozol, no creci6 en el medio de cultivo ajustado a un pH de 4.5 y cabe resaltar que en los
ensayos a pH 8.5 y 6.5 (figuras 7 y 8) el inicio de la fase estacionaria se presenté cuando el

pH de los medios habia descendido aproximadamente hasta 5 (alrededor de las 8 horas).

El crecimiento de S. bovis A12203 a pH 6.5 y 8.5 fue muy similar, ya que la velocidad
especifica de crecimiento resulté ser muy parecida (Tabla 6) y la fase exponencial de
crecimiento finalizé a las 7.5 horas cuando el pH de los medios era cercano a 5. A pesar de
esto, la concentracion de biomasa obtenida de la fermentacion a pH 8.5 fue mucho mayor

que la que se obtuvo a pH 6.5 (figuras 6 y 7).
La actividad amilolitica bajo ambas condiciones de pH fue elevada, los valores maximos se

presentaron en el mismo intervalo de tiempo (de las 8 a las 12 horas) y se mantuvieron casi

constantes hasta las 24 horas (figuras 6 y 7).
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Sin embargo, es claro que la actividad de la enzima mejord al encontrarse a pH basico (8),
pues se obtuvieron valores mas altos, un mejor rendimiento de amilasa relativo a la

biomasa y un incremento en la velocidad especifica de producciéon de amilasa (Tabla 6).

El pH inicial del pozol se encuentra en un rango de 6.5 a 7.5 (Wacher y col. 1993). Si
consideramos que §. bovis es un microorganismo que se encuentra desde el inicio en este
alimento (Diaz y col. 2003) y ademads es capaz de crecer a valores de pH de 9.6 (Hardie y
col. 1986) entonces es comin que esta cepa se haya desarrollado de manera favorable

cuando fue expuesta a valores de pH de 8.5. y 6.5.

A diferencia de las especies del género Lactobacillus que son acidofilicos o acidiiricos
(Hammes y Vogel, 1995), el crecimiento de bacterias del género Streptococcus es inhibido
cuando se encuentra en ambientes acidos (Hardie y col. 1986). Esto concuerda con el hecho
de que la proporcion de bacterias lacticas amiloliticas se reduce a medida que la masa con

la que se elabora el pozol se va acidificando (Diaz y col. 2003).

El pH final de los medios después de 24 horas fue de 4.7 en las fermentaciones realizadas a
pH 6.5 y 8.5, aunque en esta tltima el descenso ocurrié en menor tiempo (figuras 6 y 7).
Cuando §. bovis A12203 crecié a pH 6.5 no se observé una acumulacién de azicares
reductores, lo mismo se observé durante el crecimiento de S. bovis 25124 bajo estas
mismas condiciones (Diaz y col. 2003), sin embargo a pH 8.5 S. bovis A12203 registré una
importante acumulacion de estos aziicares alrededor de la octava hora. Esta utilizacién o
disminucion de azicares ocurrié durante la fase exponencial de crecimiento y coincidié con
el incremento en la actividad amilolitica. En la fermentacion a pH 8.5, el porcentaje de
carbohidratos utilizados y de almidén hidrolizado fueron mucho mayores que los

observados en la fermentacién a pH 6.5.
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A Influencia de la temperatura

Para determinar la influencia de la temperatura sobre el crecimiento y la actividad
amilolitica de S. bovis A12203, se compararon las fermentaciones realizadas a un pH inicial

de 6.5 e incubadas a 30°C, 37°C y 40°C (figuras 6, 8 y 9).

S. bovis es un microorganismo que puede crecer en un rango de temperatura de 22 a 45°C
(Hardie y col. 1986), pero pequeiias variaciones en la temperatura de incubacion pueden
evidenciar importantes cambios en su comportamiento, aun mis que los que se observaron

al evaluar el efecto del pH sobre esta cepa.

En principio, las curvas de crecimiento resultantes de las fermentaciones a 37 y 40°C, son
muy semejantes, en ambas la fase exponencial concluy6 alrededor de las 5 horas (cuando el
pH era aproximadamente de 5), mientras que en la fermentacion a 30°C trascurrieron 8
horas para que se presentara la fase estacionaria. Esto puede deberse a que en las primeras,
la acidificacion de los medios de cultivo fue mas rapida, ya que solo habian trascurrido 6
horas y el pH del medio era ya de 4.9, mientras que en la fermentacion a 30°C el pH era de

5.3 y seguia disminuyendo (figuras 8 y 9).

El mayor valor de velocidad especifica de crecimiento se observo en la fermentacion a
40°C (1.08 hr'), mientras que la mas pequefia en la fermentacion a 30°C (0.53 hr'). Es
decir, a medida que la temperatura de incubacion se incrementd, la velocidad especifica de
crecimiento lo hizo también. Cuando S. bovis 25124 fue incubado a 30°C en el mismo
medio, se reportd una velocidad especifica de crecimiento de 0.94 hr (Diaz y col. 2003),
este es un valor similar al que se observo cuando S. bovis A12203 creci6 a 40°C (tabla 6).
Esto refleja el habitat de la bacteria, ya que es comin que la temperatura ambiente en

Villahermosa, Tabasco alcance esos valores.
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En la fermentacién a 37°C se observaron los valores mas altos de actividad amilolitica, sin
embargo en la fermentacion a 40°C el rendimiento de amilasa relativo a biomasa y la
velocidad especifica de produccién de amilasa resultaron ser mayores que los obtenidos de

la fermentacion a 37°C y aun mas que los obtenidos de la fermentacion a 30°C.

Estos parametros (a excepcion de la velocidad especifica de crecimiento) fueron mayores
que los reportados para S. bovis 25124, pero definitivamente son menores que los
reportados por Guyot y col. (2000) para otras bacterias lacticas como L. plantarum y L

manihotivorans.

S. bovis A12203 mostré la acumulacién temporal mas alta de aziicares reductores
(alrededor de las 5 horas) en la fermentacion a 37°C, mientras que a 40°C esta acumulacion

se presenté a las 9 horas y resulté ser mucho menos visible.

Es claro que se presentaron diferencias en el crecimiento y la actividad amilolitica de esta
cepa al ser expuesta a variaciones de pH y de temperatura, sin embargo fue este ultimo

factor el que influyé de manera mas evidente.

La actividad amilolitica y el crecimiento del microorganismo se incrementaron
notablemente cuando la cepa fue incubada a 40°C, lo mismo sucedié cuando se expuso a un

pH de 8.5, aunque bajo este tltimo factor el efecto fue menos marcado.
Debido a estos resultados se decidié hacer una fermentacién en medio MRS-almidon

combinando la temperatura (40°C) y el pH (8.5) en los cuales se obtuvieron los mejores

parametros cinéticos.

58



A Fermentacién en condiciones éptimas de temperatura y de pH: 40°C y 8.5
La fermentacion se realizo bajo las condiciones ya mencionadas en medio MRS-almidén.

La fase exponencial se prolongé hasta las 10.5 horas (figura 10), mientras que bajo las otras
condiciones de pH y temperatura esta fue mucho mas corta, entre las 4 y 7.30 horas (figuras
6,7, 8 y 9). Ademas, se presenté un patrén bifasico de crecimiento (Figura 10), durante el
cual se determinaron dos velocidades especificas de crecimiento, la primera de las 0.5 a las

2 horas (0.83 hr' ) y la segunda de las 3.5 a las 10.5 horas (0.23 hr)

La velocidad especifica maxima de crecimiento de la primera fase fue similar a la obtenida
de la fermentacion a 37°C (a pH 6.5), mientras que la segunda resulté ser aun mas pequeiia

que la obtenida de la fermentacién a pH 6.5 y 30°C.

En situaciones determinadas, algunos microorganismos pueden presentar este patron de
crecimiento y basicamente se debe a las condiciones en las que se esta desarrollando. Por
ejemplo, Lactobacillus sanfranciscensis, por efecto de la presencia de pequeiias cantidades
de oxigeno disueltas en el medio de crecimiento (Stolz y col. 1993). En Lactobacillus
Sfermentum Ogi E1 se cree que es debido a que el oxigeno actiia como aceptor de electrones
(Calderé6n y col. 2001) o por la limitacién o agotamiento de algunos factores de crecimiento
(Wang y col. 1979) o a la cinética de la fermentacion del producto (por ejemplo la

produccidn de acetato durante el primer paso del crecimiento).

Durante el crecimiento de S. bovis A12203, el comienzo de la segunda fase exponencial
coincide con el punto en el cual la concentracion de azicares reductores alcanza la mayor
concentraciéon. En este estudio no se ahondé en las causas por las cuales este
microorganismo presenta tal comportamiento, pero definitivamente tanto la temperatura
(40°C) como el pH (8.5) acentuaron la presencia de este patron de crecimiento, ya que

durante las fermentaciones anteriormente descritas no se observo tal efecto.
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Los valores de actividad amilolitica y la velocidad especifica de produccion de amilasa
fueron los mis pequefios que se encontraron durante la caracterizacién de esta cepa, sin
embargo el rendimiento de amilasa relativo a biomasa fue aun mejor que el obtenido de las
fermentaciones a realizadas a valores de pH de 6.5 y 8.5 (ambas incubadas a 30°C), pero

mucho menor que el obtenido de las fermentaciones a 37 y 40°C (Tabla 6).

De esta fermentacion se esperaban mayores velocidades de crecimiento y mejores
rendimientos que los encontrados en las fermentaciones anteriores y a pesar de que no fue
asi como sucedio, se encontraron resultados en los que serd necesario profundizar para

comprender.
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7.3 Fermentacion del almidon por S. macedonicus A45201
Influencia del pH y de la temperatura sobre su crecimiento y la actividad

amilolitica

A Influencia del pH

Para determinar la influencia del pH sobre el crecimiento y actividad amilolitica de
S. macedonicus A45201 se analizaron los resultados obtenidos de las fermentaciones

realizadas a un pH inicial de: 4.5, 6.5 y 8.5, todas incubadas a 30°C.

Al igual que S. bovis A12203, S. macedonicus A45201 fue capaz de crecer solo durante las
fermentaciones a pH inicial de 6.5 y 8.5, mientras que a un valor de pH de 4.5 no se

observo el desarrollo de los microorganismos antes mencionados.

Aunque no se encontro informacion acerca del comportamiento de Streptococcus
macedonicus en presencia de almidon, es sabido que el crecimiento del las bacterias del
género Streptococcus en medios liquidos puede ser inhibido por el descenso del pH
(Hardie y col. 1986).

En los medios ajustados a pH 6.5 y 8.5 (ambos incubados a 30°C), se presentaron
diferencias en el crecimiento de esta cepa a lo largo del periodo de incubacién. En la
fermentacion a pH 6.5, el microorganismo solo requirié de 1.5 horas para llegar a la fase
exponencial de crecimiento, mientras que en la fermentacion a pH 8.5 se necesit6 del doble
de tiempo. Fue en la primera, en la que se determiné la mayor velocidad especifica de
crecimiento (Tabla 7). Cabe destacar que durante la caracterizacion de este microorganismo
la menor velocidad especifica de crecimiento se observo en la fermentacion realizada a pH
8.5.
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Al medir la actividad amilolitica de la enzima en estas fermentaciones (pH 6.5 y 8.5), se
encontré que en la séptima hora (cuando el pH de los medios era de 53 y 7.7
respectivamente) el valor de actividad fue el mismo, sin embargo después de este tiempo
las diferencias se hicieron evidentes, ya que en la fermentacion a pH 6.5 la actividad se
mantuvo constante y disminuyo alrededor de las onceava hora, mientras que en la realizada
a pH 8.5 la actividad continud incrementandose hasta alcanzar su valor maximo en la

doceava hora, mismo que mantuvo hasta las 24 horas.

Fue también bajo esta condicion de crecimiento (pH 8.5 a 30°C), que el microorganismo
logré mantener una actividad amilolitica considerable hasta el final de la fermentacion y se
obtuvo el mayor rendimiento de amilasa con respecto a biomasa. Estos resultados indican
que el crecimiento de S. macedonicus A45201 es favorecido cuando se expone a medios
ajustados a pH 6.5, mientras que la actividad amilolitica se incrementa y se mantiene por

mas tiempo cuando el microorganismo se encuentra en un medio a pH de 8.5.

Aunque al final de las fermentaciones el pH de los medios era practicamente igual (4.8), en
la fermentacion a pH 8.5 el descenso del pH ocurrié mas lentamente, por lo que la

actividad amilolitica no fue afectada tan rapidamente por la acidez del medio.

No se observaron grandes diferencias en el porcentaje de carbohidratos utilizados por el
microorganismo ni en la cantidad de almidén hidrolizado durante las fermentaciones a
valores de pH 8.5 y 6.5. En ambas fermentaciones se presenté una acumulacion importante
de azicares reductores alrededor de la octava hora, pero la que se produjo en la
fermentacion a pH 6.5 fue ligeramente mayor. Estos azicares disminuyeron gradualmente

hasta las 12 horas, tiempo después del cual se mantuvieron constantes hasta las 26 h horas.
S. macedonicus A45201 al igual que S. bovis A12203 y algunas bacterias del género

Lactobacillus tal como Lactobacillus fermentum presentaron una acumulacién temporal de

azucares reductores (Calderon y col. 2001) cuando crecieron en almidon a 30°C.
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A Influencia de la temperatura

Con los resultados obtenidos de las fermentaciones realizadas a 30, 37 y 40°C (a pH inicial
de 6.5), se determiné el efecto de la temperatura sobre el crecimiento de

S. macedonicus A45201 y sobre la actividad de la amilasa que produce (tabla 7).

El aumento en la temperatura de incubacion de 30 a 37°C no afect6 la velocidad especifica
de crecimiento del microorganismo, ya que los valores que se obtuvieron fueron muy
semejantes (1.52 y 1.56 hr' respectivamente). Al incubar el microorganismo a 40°C, este
parametro aumentd considerablemente, de tal manera que fue el valor mas alto que se
registré durante la caracterizacion de esta cepa (2.19 hr'). Lo descrito previamente coincide
con un estudio de Tsakalidou y col. (1998) en el que reportaron que el crecimiento de S.
macedonicus en caldo M17 (oxoid) es minimizado cuando se incuba a 30°C, pero

favorecido a altas temperaturas (37 y 42°C).

A 30°C se observo la menor actividad amilolitica, a 37°C el valor mas alto de actividad se
presenté en la sexta hora de fermentacion y no logré mantenerse por mucho tiempo,
mientras que en la fermentacién a 40°C solo se requirieron 5 horas para alcanzar el mismo
valor de actividad. En esta tltima fermentacion la actividad se mantuvo casi constante hasta
las 8 horas y tanto la velocidad especifica de produccion de amilasa como el rendimiento de
produccién de la enzima fueron mas altos que los observados en las fermentaciones a 30 y

37°C (figuras 11, 12 y 14).

A pesar de que las fermentaciones a 37 y 40°C mostraron valores de actividad amilolitica
muy parecidos, 697 U/L (en la sexta hora) y 695 U/L (en la quinta hora) respectivamente,
es posible que la rapida acidificacién del medio en la fermentacion a 37°C evité que la
actividad se mantuviera por mas tiempo, también fue en esta que se observo el pH mas bajo

durante la sexta hora de fermentacion (Tabla 7).
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La acumulacién mas alta de aziicares reductores coincidié con el periodo de tiempo en el
cual se presentaron los valores de actividad amilolitica maximos, tanto en la fermentacién a

37 como a 40°C. El porcentaje de almidon hidrolizado fue de 60% en todos los casos.

A Fermentacién en condiciones optimas de temperatura y pH

De acuerdo con lo anteriormente descrito, es evidente que el crecimiento de S. macedonicus
A45201es favorecido a altas temperaturas, es decir a 40°C, mientras que mantiene a
valores altos de actividad amilolitica por un mayor periodo de tiempo cuando el

microorganismo es expuesto a valores de pH basico (8.5).

Con el objeto de optimizar aun mas el desarrollo de la cepa asi como la actividad de la
enzima, se decidio realizar una fermentacién combinando el pH y la temperatura arriba

mencionadas, es decir a pH inicial de 8.5 y una temperatura de incubacién de 40°C.

Aunque se suponia que estas serian las condiciones optimas para la cepa, la respuesta del
microorganismo a este pH y temperatura de incubacién fueron: la formacion de un
polisacarido de aspecto blanco y viscoso inmerso en el medio de cultivo, un decremento
gradual de la DO 4gonm, la lenta disminucion del pH hasta un valor de 8.1 y la hidrélisis del
60% del sustrato a las 24 horas de fermentacion. Es probable que estas condiciones de
fermentacion hayan generado un ambiente de estrés para la cepa, lo que la condujo a la
produccién de un polisacarido (EPS), pues se sabe que una de las funciones de éste es

proteger a la célula de condiciones desfavorables (Leigh y Walter, 1994).

S. macedonicus es productor de EPS cuando se expone a condiciones de estrés. De hecho es
comiin que algunas bacterias lacticas como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactococcus lactis y Lactobacillus helveticus produzcan exopolisacaridos (Jolly y col.
2001).
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Factores fisicos (temperatura de incubacién, el pH y la velocidad de agitacion) y quimicos
(fuente de carbohidratos y de nitrégeno, presencia o ausencia de otros componentes del
medio como sales y vitaminas) pueden desencadenar la generacion de exopolisacaridos
(EPS) (Degeest y col. 1998). Ademas, las condiciones para la producciéon de EPS son
altamente variables y dependen también de la cepa con la que se trabaje, por ejemplo para
S. thermophilus un pH de 5.5 y una temperatura de incubacion de 40°C son condiciones

optimas (Zisu y col. 2003).

Uno de los indicadores de la mala calidad del pozol para los productores y consumidores es
la formacién de “hilos”, debido a la presencia de bacterias lacticas productoras de polimero
de los géneros Leuconostoc, Lactobacillus y Lactococcus (Caias y col. 1993), sin embargo,
actualmente en la industria lactea el EPS microbiano de ciertas bacterias lacticas es usado
para mejorar la textura de alimentos lacteos fermentados como el yogurt y el queso (Jolly y
col. 2001).
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7.4 Comparacion de las cepas

A 8. bovis A12203 y S. macedonicus A45201

Durante este estudio se encontraron similitudes y diferencias en el comportamiento de las

cepas al ser expuestas a diferentes valores de pH y temperaturas de incubacion.

El desarrollo de las cepas se inhibio a valores de pH écido (aproximadamente 5). Tal vez
sea por eso que la concentracion de bacterias lacticas amiloliticas disminuye a medida que

la acidificion del pozol aumenta.

La exposicién de ambos microorganismos a un pH de 8.5 permitié aumentar la velocidad
especifica de produccién de amilasa y mejor6 el rendimiento de amilasa relativo a la
biomasa. También estos parametros fueron mas altos para S. macedonicus A45201, que los

encontrados para S. bovis A 12203 (Tabla 7 y 6).

El crecimiento de ambas cepas fue favorecido a medida que se increment6 la temperatura
de incubacién y aunque S. macedonicus A45201 mostré velocidades especificas de
crecimiento mas altas que S. bovis A 12203, esta ultima parece ser mucho mas sensible al
cambio de temperatura, ya que las diferencias entre sus valores de velocidad especifica de

crecimiento son mas evidentes (Tablas 6 y 7).

Aunque las fermentaciones realizadas a 40°C y a un pH de 8.5 no fueron las condiciones
optimas para el crecimiento de las cepas y para la produccién de sus enzimas, si nos
permitieron observar el comportamiento de las cepas al encontrarse bajo este tipo de
condiciones. S. macedonicus A 45201 es un microorganismo mucho mas sensible al estrés

que S. bovis A12203, pues el primero produjo un polisacarido en el medio de cultivo como
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reaccion a las condiciones de crecimiento mientras que el Gltimo crecié en esas condiciones

observandose un patrén bifasico de crecimiento,

A 8. bovis A12203, S. macedonicus A45201 y S. bovis 25124 durante la fermentacién
de almidon a pH inicial de 6.5 y 30°C

La Tabla 8 contiene los parametros cinéticos obtenidos de las fermentaciones del almidén
a pH inicial de 6.5 y 30°C de S. bhovis A12203, S. macedonicus A45201 (obtenidos en este
trabajo) y S. bovis 25124 (publicados por Diaz y col. 2003).

Tanto las cepa S. bovis A12203 como la 25124 fueron aisladas del pozol, sin embargo, se
pudo observar que esta iltima presenté valores mas altos en la velocidad especifica de
crecimiento y en el rendimiento de amilasa relativo a biomasa, mientras que la velocidad

especifica de produccion de amilasa resulto ser mayor para la cepa A12203.

Al comparar las tres cepas, se mostré que S. macedonicus A45201 tuvo los valores mas
altos de velocidad especifica de crecimiento, rendimiento de amilasa relativo a biomasa y

velocidad especifica de produccion de amilasa.

Aunque las cepas evaluadas en este y en un estudio previo pertenecen al mismo género o
especie, como en el caso de las cepas A12203 y 25124, es posible que pequeiias diferencias
en su genoma, como las que se aprecian en el dendrograma de la ribotipicacion (figura 1),
influyan en la sensibilidad de cada cepa cuando se encuentra bajo diferentes condiciones de

crecimiento como el pH y la temperatura.
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Tabla 8. Parametros cinéticos de S. bovis Ad45201, S. bovis 25124 y S. macedonicus A45201,
obtenidos de la fermentacién de almidén a pH inicial de 6.5 y 30°C

pH 6.5, 30°C CEPAS
Paimtrosinicos v A vl
u (hr') 0.53 1.52 0.94
Y amy/x (U g") 328 130 139
i 174 198 130

[U(g células peso seco)'hr™']

I max (velocidad especifica de crecimiento), Y amy/x (rendimiento de amilasa con respecto a la biomasa),
(velocidad especifica de produccién de amilasa),
*Resultados reportados por Diaz y col. 2003

q amy
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CAPITULO VIII. CONCLUSIONES

La mayor actividad amilolitica de las cepas S. bovis A12203 y S. macedonicus

A45201 se encuentra asociada a la célula.

Las cepas aisladas del pozol, S. bovis A12203 y S. macedonicus A45201 no
crecen en almidon cuando el pH de los medios es de 4.5. El crecimiento de ambas

cepas se favorece a pH 6.5 y 8.5 (sensibilidad a bajos valores de pH).

El efecto de la temperatura en el crecimiento de ambas cepas fue claro, a medida
que la temperatura de incubacién aumenté también aumentd la velocidad
especifica de crecimiento, el rendimiento de amilasa con respecto a la biomasa y

la velocidad especifica de produccion de amilasa.

S. macedonicus A45201 presentd velocidades de crecimiento mis altas que .

bovis A12203, sin embargo este tltimo presenté mayor actividad amilolitica.

La mayor velocidad especifica de crecimiento, velocidad de produccién de
amilasa y rendimiento de amilasa relativo a biomasa de ambas cepas se

presentaron durante la fermentacién a pH 6.5 y 40°C.

Existen diferencias en el crecimiento en MRS-almidon entre las cepas S. bovis

A12203, S. macedonicus A45201 y S. bovis 25124

Aunque pertenecen al mismo género (S. bovis, S. macedonicus) e inclusive a la
misma especie (5. bovis A12203 y S. bovis 25124), estas cepas mostraron
diferencias en el patron de ribotipificacion (Diaz-Ruiz et al., 2003). Estas
diferencias entre las cepas se ven reflejadas en las diferencias en sus patrones de

fermentacién y parametros cinéticos en las diferentes condiciones estudiadas
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